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RESUMEN

En este estudio se evaluo la capacidad de la autofertilizacion
autonoma  de  proveer garantia reproductiva en  una  especic
hermafrodita  anual  autocompatible.  Datra  stramonium v sus
repercusiones en el largo de corola v la hercogamia. A partir de un
cxperimento cn condiciones naturales se examind la proporcion de
flores que produjeron frutos v el numero de semillas por fruto como
estimadores del éxito reproductivo femenino. Se encontrd que las
flores de entrecruzamiento produjeron una menor proporcion de
frutos v semillas que las flores de polinizacion natural. Esta
diferencia represento un 65% de incremento en el éxito reproductivo
materno como resultado de la autofertilizacion. El andlisis de
seleccion indicd que la seleccion actia de manera direccional
negativa v estabilizadora sobre el largo de corola. Este patron es
parcialmente consistente con la hipotesis de que el beneficio de esta
estructura es promover el entrecruzamiento. No se detectd seleccion
actuando sobre la hercogamia. Ambo atributos presentaron variacion
gendtica. aunque la magnitud de la heredabilidad no fue diferente de
cero. Dado que los niveles de depression endogamica de esta especies
son menores a 0.4. los resultados sugicren que el sistema de

apareamiento se mantendria en autofertilizacion.
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Garantia reproductiva de la autopolinizacion en Darura stramonium:
variacion genética v seleccion natural del tamaiio floral v la

hercogamia

Introduccion
El sistema de apareamiento de las angiospermas describe sus

patrones de polinizacion. fertilizacion y aborto selectivo de semillas
(Willson. 1983) por lo tanto puede afectar la evolucion de las poblaciones
naturales. al condicionar la manera en que los genes sc transmiten a la
siguiente generacion (Hartl v Clark. 1989: Barrett v Eckert. 1990: Brown.
1990). En plantas hermafroditas. la manera de apareamiento puede variar
entre la autofertilizacion v el entrecruzamiento completo. Sin embargo.
las plantas polinizadas por animales muestran una variacion muy
importante en la magnitud de ambas formas de apareamiento (Vogler v
Kalisz. 2001). Entender las causas de esta variacion es una de las
preguntas centrales de la biologia evolutiva (Waller. 1993: Barrett. 2002).

Los primeros estudios sobre los sistemas de apareamiento en
plantas se iniciaron independientemente por Knight (1799) y Darwin
(1868. 1876) v se enfocaron en la biologia de la polinizacion. Estos
naturalistas advirtieron que las plantas resultado de la autofertilizacion
generalmente producian progenie menos vigorosa que aquellas producto
del entrecruzamiento. A pesar de que el menor vigor de la progenie podria
representar un costo para las plantas. Darwin (1876) v Miiller (1883)
consideraban que la capacidad de producir semillas por medio de la
autofertilizacion podia funcionar como un seguro reproductivo cuando las
condiciones para la polinizacion cruzada fueran inadecuadas. Es decir.

proveia una garantia reproductiva.



Otra  hipdtesis propuesta sobre la evolucion de la
autofertilizacion fue desarrollada por Fisher (1941). Fisher desarrolla un
modelo genético en el cual se demostrd que en una poblacion donde las
plantas unicamente se reproducen a través de la polinizacion cruzada.
cualquier mutacion que promoviera la autofertilizacion redundaria en
una ventaja adicional en términos reproductivos. Esta ventaja adicional
sc obtiene solo si los mutantes capaces de autofertilizarse producen la
misma cantidad de semillas por entrecruzamiento via paterna. es decir.
que no sufran una reduccidn en la cantidad de polen disponible para
donar con respecto a aquellas plantas que solamente se entrecruzan. Los
mutantes capaces de autofertilizarse tendrian un 30% mas de
descendencia con respecto a los fenotipos de entrecruzamiento. Este
incremento en el éxito relativo de los mutantes haria que ¢l alelo que
incrementa la autofertilizacion fuera seleccionado a favor v la poblacion
evolucionaria hacia el sistema de aparcamiento de autofertilizacion. Jain
(1976) denomind como seleccion automatica de la autopolinizacion a
esta hipotesis.

Aunque la depresion por endogamia (3. reduccion de la
adecuacion de los individuos derivados dec cruza entre parientes.
generalmente homocigotos para loci de viabilidad o fecundidad) podria
restringir la evolucion de la autofertilizacion. Lande v Schemske (1985) a
partir de su modelo concluyen que la depresion por endogamia en
realidad predice dos sistemas de apareamiento extremos. autofertilizacion
completa o entrecruzamiento. Si la depresion endogamica es menor a 0.3
las poblaciones evolucionarian hacia la autofertilizacion completa. si la

depresion endogamica es superior a (.5, la ventaja automatica de la



autofertilizacion se anula y las poblaciones evolucionarian hacia el
entrecruzamiento. Es importante hacer notar que la ventaja del
entrecruzamiento ocurre unicamente si la produccion de semillas no esta
limitada por polen. por ejemplo que no exista limitacion la presencia de
polinizadores en plantas polinizadas por animales. A pesar de que en
muchos estudios los niveles de depresion endogamica sugieren que el
entrecruzamiento debiera ser favorecido (ver Schemske v Lande. 1983:
Barrett v Eckert. 1990: Barrett er ¢l..1996). el 50% de las plantas
hermafroditas  polinizadas por amimales presentan  sistemas  de
apareamiento intermedios (Vogler v Kalisz. 2001). Este patron sugiere
que otros parametros ademas de la depresion endogiamica cstan
involucrados en la evolucion de la autofertilizacion (Charlesworth y
Charlesworth. 1987: Holsinger, 1988: Holsinger, 1991: Yahara. 1992:
Jarne v Charlesworth. 1993: Waller, 1993: Schoen er «l.. 1996; Johnson v
Steiner, 2000).

No obstante, la garantia reproductiva fue la hipotesis preferida en
varios estudios para explicar la evolucion de la autofertilizacion (Baker.
1965: Jain. 1976: Lloyd. 1979 1980: Schoen y Brown. 1991: Schoen \
Lloyd. 1992). La evidencia disponible sobre la capacidad de la
autofertilizacion de ofrecer una garantia reproductiva es escasa
comparada con la evidencia sobre la depresion por endogamia
(Goodwillie 1999a: Holsinger. 2000). sobre todo para poblaciones
naturales (Herlihy y Eckert. 2002). Mas aun. la evidencia se basa en
correlaciones entre la variacion en el sistema de cruza y atributos del
ambiente que pueden afectar la actividad y disponibilidad de los

polinizadores. favoreciendo la autofertilizacion (Motten. 1982: Wyatt.
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1986: Redbo-Torstensson v Berg. 1995: Barrett er al.. 1996: Pannell,
1997a. 1997b: Purnachandra Rao et al.. 2001: Gomez. 2002).

A pesar de que la importancia de la garantia reproductiva ha sido
reconocida en muchos estudios (Piper er al.. 1986: Barret et al.. 19R89:
Dole. 1992, Rathcke v Real. 1993: Affre v Thompson. 1999: Fishman v
Whatt. 1999: Kalisz er al.. 1999: Kephart et al.. 1999: Lennartsson. ¢r al.
2000: Stephenson er al. 2000: Fausto et al. 2001: Goodwillic. 1999b.
2001: Pannell. 2001: pero ver Leclerc-Potvin v Ritland. 1994: Eckert v
Schaefer. 1998). solo en la ultima década se han llevado a cabo estudios
para cuantificar su magnitud en poblaciones naturales (ver Eckert. 2000:
Herrera er al.. 2001: Herlihy v Eckert. 2002). Estos estudios han
cuantificado la garantia reproductiva utilizando el protocolo propuesto
por Schoen v Llovd (1992). Por lo tanto es necesaria mas evidencia para
ponderar la importancia de la garantia reproductiva como parametro
relevante en la evolucion de la autofertilizacion.

Para que la autofertilizacion pueda ofrecer una garantia
reproductiva es necesario que las funciones sexuales coincidan espacial v
temporalmente. En particular, la variacion en varios atributos florales
como la dicogamia (separacion temporal en el tiempo de maduracion de
anteras v estigmas). la hercogamia (separacion espacial de las anteras v
los estigmas). la morfologia floral. el nivel de auto-compatibilidad
(interacciones quimicas entre el estigma y los granos de polen). pueden
afectar la magnitud del entrecruzamiento (Lloyd v Schoen, 1992: Frazee.
v Marquis. 1994: Willson. 1983). El conocimiento del valor selectivo de
los atributos florales ha permitido entender su papel en la variacion de los

sistemas de aparcamicento en plantas (Sakai v Westneat. 2001).



Por ejemplo. en especies polinizadas por animales. la seleccion
natural generalmente favorece a las plantas con tamano floral
relativamente grande. va que €ste incrementa la frecuencia de visitas v la
eficiencia de los polinizacion. promoviendo el entrecruzamicnto
(Stebbins. 1971: Bell. 1985: Conner v Via. 1993: Mazer v Hultgard.
1993: Klinkhamer er al.. 1994: Conner y Rush. 1996: Conner. 1997:
Schemske v Bradshaw. 1999: Worley y Barrett. 2000). De la misma
manera. el nivel de hercogamia también actia promoviendo el
entrecruzamiento (Galen v Stanton. 1989: Wolfe v Barret. 1939: Murcia.
1990: Holtsford v Ellstrand. 1992: Kohn v Barret. 1992: Harder v Barret.
1993: Campbell er al.. 1994: Carr v Fenster. 1994: Belaoussoff v Shore.
1995: Conner er al.. 1995; Karron er al.. 1997: Chang y Rausher. 1998:
Kalisz er al.. 1999). En resumen. la mayvoria de la evidencia existente sc¢
ha enfocado a observar v cuantificar la importancia de los atributos
florales en promover el entrecruzamiento (Solbrig. 1972: Clegg v
Epperson, 1988: Nilsson. 1988: Herrera. 1996; Wilson er al., 1994:
Galen. 1996: Campbell. 1996: Galen. 2000: Kelly v Willis. 2001). Sin

B,

embargo. en especies y poblaciones que presentan altos niveles de
autopolinizacion. el valor adaptativo de los atributos florales ha sido poco
estudiado.

La mayoria de los atributos florales relacionados con ¢l
entrecruzamiento  (tamano floral. hercogamia) muestran variacion
genética (Campbell er al.. 1991: Wolfe, 1992: Carr v Fenster. 1994:
Robertson er al.. 1994: Conner v Rush. 1996: Herrera. 1996: Wolfc v
Krstolic. 1999). La heredabilidad reportada para el largo de corola varia

entre 0.33 v 0.86 (Rick er al.. 1978: Schoen. 1982: Shore v Barrett.



1990: Schwaegerle v Levin. 1991: Holtsford v Ellstrand. 1992: Mitchell
v Shaw. 1993: Damgaard y Loeschcke. 1994: Robertson er al.. 1994:
Andersson, 1996: Campbell. 1996: Elle. 1998: Ashman. 1999) y la
heredabilidad de la hercogamia varia entre 0.24 v 0.68 (Ennos. 1981:
Campbell. 1996: Chang v Rausher. 1998: Worley v Barrett. 2000). La
presencia de variacion genética en estos atributos permitiria que la
seleccion potencialmente afecte dicha variacion va sea incrementando
o reduciendo el valor promedio de los atributos.

De acuerdo con la evidencia existente, se espera que cuando la
autofertilizacion garantice la reproduccion. se reduzca el valor adaptativo
de los atributos florales asociados con el entrecruzamiento (Sakai v
Westneat.  2001). Sin  embargo, ningun estudio ha estimado
simultaneamente la magnitud de la garantia reproductiva de la
autofertilizacion y los patrones de seleccion sobre atributos florales
asociados con el entrecruzamiento. En este estudio se estimo la magnitud
de la garantia reproductiva ofrecida por la autofertilizacion v su relacion
con los patrones de seleccion en dos atributos florales relacionados con e!
entrecruzamiento (largo de corola y hercogamia) en una poblacion
experimental de Darura stramonium con niveles variables de
autofertilizacion (Nunez-Farfan et al. 1996). Asimismo. se determino la

proporcion de variacion genética aditiva en ambos atributos.
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Material y método

Sistema de estudio

Darura stramonium (Solanaceae) es una hierba anual autocompatible (ca.
98 %) de amplia distribucion en México (Nunez-Farfan, 1995; Nunez-
Farfan v Dirzo. 1994: Nunez-Farfan er a/.. 1996) (fig. 1). Las
poblaciones desarrollan todo su ciclo de vida durante la temporada de
lluvias. La tasa de entrecruzamiento puede variar entre 1.3 - 17.0 %
(Motten v Antonovics. 1992: Cuevas. 1996). Existen dos morfos en
coloracion dados por la coloracion de antocianina. La coloracion es una
caracter mendeliano (verde recesivo v morado dominante). Ademas la
coloracion es un caracter neutro va que la reproduccion no se afecta y los
polinizadores no distinguen entre morfos (Stone. 2000). Dentro de las
poblaciones la variacion en los niveles de entrecruzamiento inter-
individual dependen de los niveles de hercogamia. la cual presenta
ademas variacion genética (Motten v Antonovics. 1992: Motten y Stone.
2000). Las plantas mas hercégamas tienen niveles superiores de
depresion endogamica (Stone y Motten. 2002) consistentes con la
expectativa teorica sobre el papel de la hercogamia en la promocion del
entrecruzamiento (Motten v Stone. 2000). La hercogamia evita c¢l
entrecruzamiento siempre que la separacion entre anteras v estigmas
supere los 3.5 mm (Motten y Stone. 2000). D. stramonium tiene flores
solitarias cuya corola puede tener un largo aproximado de 9 a 13 cm y
solo se encuentran receptivas durante una noche (Nunez-Farfan er al..

1996). La floracion dura varias semanas.
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La apertura de la flor ocurre antes de anochecer. y el cicrre
durante las primeras horas de la manana siguiente (Nunez-Farfan er al..
1996). En las plantas mas grandes el numero maximo de flores receptivas
simultaneamente es de 5 (J. Fornoni. obs. pers.). lo que disminuye la
posibilidad de geitonogamia (autofertilizacion mediada por la actividad
de los polinizadores entre flores de una misma planta). La polinizacion
cruzada depende principalmente de la actividad de esfingidos nocturnos
(Grant vy Grant. 1983: Motten y Antonovics. 1992: Cuevas. 1996: Nunez-
Farfan er al.. 1996). aunque las abejas (Apis mellifera) también visitan la
flores antes de la antésis (Sharma. 1972: Grant y Grant. 1983). En otras
especies polinizadas por esfingidos nocturnos. se ha observado que estos
visitan mas a las flores de mayor tamano (Brody. 1992. Brody y Mitchell.
1997. Monthershead v Marquis. 2000. Young. 2002 pero ver Pettersson.
1991, Willmott y Buirquez 1996). Las anteras maduran unas horas antes
que el estigma. por lo que esta especies ha sido descrita como protandrica
(Nunez-Farfan er al.. 1996). Sin embargo. la viabilidad del polen permite
la autofertilizacion auténoma (no mediada por polinizadores sensu
Schoen v Lloyd, 1992: Fornoni y Nunez-Farfan, 2000). La magnitud de
la depresion por endogamia es de 0.39 para el numero de semillas en ¢l
Pedregal de San Angel (Nufiez-Farfin ¢r al.. 1996) v 0.15 a 0.25 para la
produccion de frutos v numero de semillas en dos poblaciones de

Carolina del Norte (Stone v Motten. 2002).



Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la localidad de Ticuman. Morelos
(18°N. 99°0) a menos de 1 km de una poblacion natural de Darura
stramonium. Esta localidad se encuentra a 961 m sobre ¢l nivel del mar.
tiene una temperatura media anual de 23.1°C v una precipitacion media
anual de 802.1 mm (Garcia. 1988). El sitio de estudio se encuentra
ubicado en una zona de selva baja caducifolia. La poblacion natural de D.
stramonium de esta localidad ha sido observada desde 1989 (Nuiez-
Farfan, 1991: Cuevas. 1996: Valverde er al.. 2001). lo que siguiere que es

una poblacion relativamente estable.



Figura 1. Datura stramonium. A. Aspecto de la planta adulta. B. Flor. C.
Fruto. D. Corte longitudinal de un fruto maduro. E. Fruto maduro abierto.

F. Semilla.
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Diseno experimental para medir la variacion genética del largo de
corola v la hercogamia

Durante el mes de noviembre de 1998 se colectaron los frutos de
94 plantas de D. stramonium procedentes de la poblacion natural de
Ticuman. De cada fruto se scleccionaron 50 semillas que se sembraron
en macetas de plastico de 3 litros en el invernadero del Instituto de
Ecologia: UNAM. De las 94 frutos. 57 tuvieron suficientes plantulas
germinadas. La primer plantula germinada de cada fruto fue
transplantada individualmente a una maceta. Cuando las plantas
comenzaron a florecer (enero 1999) se realizaron cruzas controladas de
acuerdo con el disefio conocido como Carolina del Norte I (fig. 2) (ver
Lawrence. 1984). Este diseno permite estimar el componente aditivo de
la variacion fenotipica. necesario para determinar la variacion genética de
un atributo. Diecinueve plantas fueron asignadas aleatoriamente para
servir como donadores de polen (plantas padre) y 38 como receptoras
(plantas madre). Cada planta padre se apared con un par de plantas
madres. A su vez, este par de plantas madre unicamente se entrecruzaron
con la planta padre que les fue asignada (fig. 2). Las cruzas controladas
consistieron en la transferencia de polen de las anteras de la planta padre
sobre el estigma de las plantas madre. ad libitum. Las plantas que
funcionaron como madre fueron emasculadas antes de la antesis para
evitar la autopolinizacion autonoma y aquella provocada por la
manipulacion. En las plantas madre cada flor polinizada manualmente se

marco con alambre de color para identificarla posteriormente.
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Figura 2. Diseno de cruzas dialélicas (Carolina del Norte 1),



A finales de mavo de 1999 se cosecharon los frutos de las plantas
hembra. obteniéndose 19 familias de medios hermanos paternos (38
famihas de hermanos completos). De cada familia de hermanos
completos se eligieron aproximadamente 50 semillas de un fruto v se
almacenaron a 5° C durante tres semanas para incrementar la tasa de
germinacion  (Fornoni v Nunez-Farfan. 2000). Posteriormente  las
semillas fueron lavadas ¢n una solucion de hipoclorito de sodio al 6%.
alcohol al 70%6 v agua durante 3 minutos. para evitar la proliferacion de
hongos durante la germinacion. A principios de junio del mismo ano. las
semillas se sembraron en macetas de plastico de 0.5 litros usando suelo
comercial y se colocaron en el invernadero. De las semillas que
germinaron se seleccionaron las 6 primeras plantulas por madre y se
transplantaron a macetas individuales cuando produjeron la primer hoja.
Para evitar efectos de la luz en el crecimiento de las plantulas se rotaron
de lugar periddicamente. Como resultado de este procedimiento se
obtuvieron un total de 200 plantulas correspondientes a 19 padres. 38
madres con 4-6 réplicas por madre. A finales de julio de 1999, las
progenies fueron sembradas en una parcela experimental [2.2 x 50 m) en
Ticuman. El suelo de la parcela se prepard previamente para evitar la
proliferacion de malezas. v la competencia con las plantulas de D.
stramonium. Las plantas se sembraron a 1 m de distancia entre ellas de
acuerdo con un diseio aleatorizado.

Cuando las plantas alcanzaron la edad reproductiva (Noviembre
1999). se midio el largo de corola v la hercogamia para cada planta con
un vernier digital de precision 0.01 mm (Mitutovo Corp.. Tokio. Japon)

~

(fig. 3).



El largo de la corola y los nivels de hercogamia fueron utilizados
para determinar la presencia de variacion genetica aditiva en ambos
atributos florales. Al final de la etapa reproductiva se colectaron todos los
frutos maduros. Para obtener una medida de la adecuacion individual por
via materna se estimo el numero total de semillas a partir del volumen de
cada uno de los frutos producidos por cada planta. Para calcular el
volumen. en cada uno de los frutos colectados se midio la altura.
diametro mayor y diametro menor con un vernier digital. El volumen es
el producto de la multiplicacion de las tres medidas. Con la medida del
volumen por fruto se estimé el numero de semillas como: numero de

Y

semillas = 0.026 (volumen): (+~ = 0.984. P < 0.0001. n = 33).
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Figura 3. Niveles de hercogamia en Datura stramonium



Experimento de Garantia Reproductiva

Para determinar la magnitud de la Garantia Reproductiva de la
autofertilizacion. se utilizaron 35 plantas que no se incluveron en los
analisis de variacion genética. En cada planta se realizaron dos
tratamientos parcados segun la metodologia propuesta por Schoen v
Lloyd (1992). El método consiste en comparar la produccion de semillas
de flores que se polinizan naturalmente con respecto a flores emasculadas
en la misma planta como un procedimiento experimental para medir la
garantia reproductiva de la autopolinizacion autonoma. Si la cantidad de
semillas producidas por las flores de polinizacion natural (S) es mayor
que aquellas de las flores de entrecruzamiento (S.) en ausencia de
geitonogamia. la autofertilizacion autéonoma (aquella no mediada por
polinizadores) (Schoen y Lloyd. 1992) ofreceria garantia reproductiva

(R). La garantia reproductiva se estima como:

R:Sc‘sc

Debido a que las flores de Datura stramonium alcanzan la antésis
de noche y que ademas solo duran abiertas un dia. todas las flores no
asignadas a un tratamiento en una planta fueron eliminadas para evitar la
geitonogamia. Asi. la diferencia positiva en la produccion de semillas
entre  los tratamientos control y de entrecruzamiento reflejo
exclusivamente la capacidad de producir semillas por medio de la
autofertilizacion autonoma. Los tratamientos s¢ aplicaron de manera
sccuencial para que durante una noche cada planta unicamente tuviera

flores de uno u otro tratamiento.
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Para el tratamiento control se marcaron flores antes del anochecer
que fueran a alcanzar la antésis esa noche. Para el tratamiento de
entrecruzamiento se emascularon todas las flores disponible en una
planta 12 horas antes de la antésis para evitar la autofertilizacion
adelantada (aquella que ocurre antes de la antésis como resultado de la
protandria). Por lo tanto la produccion de semillas de estas flores se debid
exclusivamente al entrecruzamiento. Para asegurar una fuente de polen
para las flores de entrecruzamiento. la aplicacion de los tratamientos se
rcalizo de manera aleatoria en la mitad de las plantas disponibles por dia.
Las flores manipuladas para cada tratamiento fueron identificadas para
estimar la proporcion de flores que produjeron fruto (fruit-sct). Los frutos
correspondientes a cada tratamicnto sc identificaron con anillos de
diferente color. Los tratamientos se aplicaron sucesivamente en cada

planta hasta asegurar al menos 1 fruto maduro por tratamiento por planta.

Analisis de datos

Garantia Reproductiva

La Garantia Reproductiva por cada planta se estimo utilizando el
numero de flores que produjeron fruto (fruit-set) v el numero total de
semillas por fruto para 35 plantas. Se realizaron r-parecadas para cada
variable de respuesta para determinar el efecto del tratamiento (Herlihy v
Eckert. 2002). utilizando el programa JMP (SAS 1995). Este analisis
controla cualquier efecto del tamano de las plantas en la produccion de

frutos v semillas.



Variacion genctica aditiva para el tamaiio floral v la hercogamia

Para determinar la presencia de variacion genética aditiva para el
largo de corola y la hercogamia se realizaron ANDEVAS anidados
(Modelo 1I: Sokal v Rohlf. 1995) para cada atributo por separado. Los
términos Padres v Madres (Padres) del ANDEVA fucron considerados
como aleatorios. La F para el término Padres se calculé utilizando como
denominador el Cuadrado Medio del término Madres anidadas en Padres.
Los errores mostraron una distribucion normal de acuerdo con la prueba
de Shapiro-Wilk (tamano floral: = 0.9816. P = 0.5494: hercogamia: 1’
=0.9908. P =0.9700).

La varianza genética aditiva (03_.\). que en el caso de medios
hermanos paternos se estima como la covarianza entre ellos v se obtiene
mediante la formula %o . Esta fraccion es un estimado de la varianza
fenotipica atribuible a los padres y refleja la proporcion de la vananza
total sobre la cual puede actuar la seleccion (Lynch v Walsh. 1998). La
heredabilidad en el sentido estricto (h:n_ que es la fraccion de la varianza
fenotipica total de un caracter determinada por la varianza genética
aditiva, Falconer, 1981: Roff, 1997 Lynch y Walsh. 1998) se obtuvo a
partir de los componentes de varianza genéticos como: hzn =4 {U:P '031].
donde 0:;, es el componente de varianza esperado debido a los padres. o7,
es la varianza fenotipica total {03. = 03,, + 6%y + G:.,-,". donde 67, es el
componente de varianza esperado debido a las madres anidadas dentro de
padres. y o°. es el componente de varianza esperado del error (aquel
atribu.do a la variacién de la progenie dentro de madres anidadas dentro

de padres). La significancia y los errores estandar de la heredabihidad de
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la hercogamia vy del tamano de la flor fueron estimados usando la técnica
paramétrica de re-muestreo conocida como "Jackknife" (Sokal y Rohlf.
1995). Esta técnica permite obtener pruebas de 1 de Srudent e intervalos
de confianza de un parametro estadistico (es decir. ") cuya distribucion
se desconoce (ver aplicacion en Nunez-Farfan. 1991). El procedimiento
implica el calculo de la heredabilidad eliminando cada vez una familia
paterna. Este procedimiento se realiza (n - 1) veces. donde # es el nimero
de familias paternas. De esta manera. se obtienen los pseudovalores (¢.
pseudo-heredabilidad). como ¢,., = (s . ) - [(n-1). ;’f:,.|]. donde /°.; es
la heredabilidad estimada eliminando cada vez una familia paterna. v /",
¢s la heredabilidad verdadera (es decir, la esiimada con n familias). E!

estadistico de las ¢ se obtiene a partir de su media como ¢ = [l E q))/n].

El  error estandar aproximado de ¢ se define como

S. :JL(Q_d)V . Para determinar si las heredabilidades son
e (n*n-1)

significativamente diferentes de cero fueron aplicadas pruebas de 7 (a =

0.05. ¢.1. = n — 1). Finalmente, con ¢ y S,. se pueden construir los
intervalos de confianza como (ver Arvesen v Schmitz, 1970

: Sokal v Rohlf. 1995):

d_Ji (1, = 0.05. g[ = (l'l —~1) % 5@ )
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Correlaciones fenotipicas v genéricas

Las correlaciones fenotipicas entre la hercogamia v tamaio de la
flor fueron estimadas usando el coeficiente de correlacion de Pearson
(Rausher v Simms, 1989) v las genéticas usando el valor promedio de

ambos carateres de cada progenitor paterno.

Analisis de seleccion natural sobre el largo de corola y la hercogamia
Previo a los analisis de seleccidn, la hercogamia vy el tamaiio de la
flor fueron estandarizados con media igual a 0 y desviacion estandar

igual a | (Lande y Arnold. 1983). La adecuacion relativa (w;) para un
planta fue estimada como w, = ”%T‘ dondg V. es el numero total se

semillas de la planta i. y 7 es la media poblacional para este caracter.
Por lo tanto. ™ =1 (Lande y Arnold. 1983). La adecuacion relativa y las
variables estandarizadas fueron utilizadas en los analisis de seleccion. La
estandarizacion de ambas variables permilé que los gradientes de
seleccion estimados sean comparables en unidades de desviacion
estandar de las variables sin transformar (Lande v Arnold. 1983: Nuncez-
Farfan. 1991: Nagy. 1997). La intensidad. el modo y la direccion de la
seleccion natural sobre la longitud de la corola y la hercogamia fueron
estimados mediante un analisis de regresion multiple (Lande v Arnold.
1983). Los analisis de regresion multiple lineal v cuadratica fueron
rcalizados por separado para evitar sesgos en la estimacion de los
gradientes lineales (Lande v Arnold. 1983). Los analisis de regresion se
realizaron sobre los valores fenotipicos v reproductivos (Lande y Arnold.

1983). Los gradientes de seleccion fueron estimados usando ¢l programa
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FREE-STAT (version 1.10: Michell-Olds. 1989). Las pruebas de
significancia (pruebas de ¢ v errores estandar de los gradientes de
seleccion fueron obtenidos con el procedimiento de "Jackknife" también
en FREE-STAT (Dudley. 1996: Valverde et al. 2003:). Los estimados
derivados del "Jackknife" son robustos a las desviaciones de normalidad
de los residuales (Michell-Olds. 1989). El procedimiento de "Jackknife"

se aplico unicamente para los gradientes de seleccion significativos.



Resultados

Garantia reproductiva

En promedio la proporcion de flores que produjeron frutos
(fruit-set) en el tratamiento control fue de 0.6037 = 0.041 (media =
error estandar) v en el tratamiento de entrecruzamiento fue de 0.4264 =
0.043 fFig. 4A). Con respecto a la produccion de semillas. los frutos
correspondientes al tratamiento de polinizacion natural produjeron
287.12 = 18.93 semillas (media = error estandar). mientras que los
frutos del tratamiento de entrecruzamiento produjeron 144.71 = 18.39
semillas (fig. 4B). Las flores control produjeron un 30% mas frutos v
un 50% mas de semillas que las flores emasculadas. Los resultados de
las prucbas dec r-pareadas indicaron que para ambos atributos se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos (fruit-set:
toosan = 3.08. P <0.0041, n = 35: semillas por fruto: 7,054, = 6.82. P
< 0.0001. n = 35). Dado que la posibilidad de geitonogamia fue
completamente eliminada en el experimento. los resultados indicaron
que en la poblacion experimental de Ticuman. la capacidad de producir
semillas mediante la autofertilizacion autonoma ofrecio  Garantia

Reproductiva.

Variacion genética aditiva para el largo de corola y la hercogamia
El valor promedio para la longitud de la corola fue de 8.87 =
0.70 cm (media = crror estandar). con un rango de variacion de 6.68 a

10.39 e¢m. El valor promedio para la hercogamia fue de -1.39 = 0.12
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mm. con un rango de variacion de —4.93 mm (estigma debajo de las
anteras) a 1.0 mm (estigma arriba de anteras). EI analisis de variacion
genética s6lo considerd a aquellas familias paternas para las cuales se
conto con suficientes réplicas por madre (4 plantas por madre). Asi se
climinaron 7 familias paternas de las 19 que originalmente se
sembraron. Los resultados del analisis de variacion genética para
ambos atributos detectaron un componente significativo asociado a los
padres indicando que tanto el largo de corola como la magnitud de la
hercogamia son atributos heredables (Tabla 1. fig. 5). El analisis de los
componentes de varianza para el largo de corola revelo que el
componente paterno representa un 14.15 % de la varianza fenotipica
total. cquivalente a una heredabilidad. 4 = 0.56. El jackknife para
determinar el intervalo de confianza reveld que el limite inferior se
sobrelapa con cero (L, = -0.28). por lo que no es posible concluir que
dicho estimado es significativo (P > 0.05). Para el caso de la
hercogamia el componente paterno representd un 22.33 %. equivalente
a una heredabilidad hi = (0.89. Sin embargo, el limite de confianza
inferior (L; = -0.58) indicd que no es posible concluir que la
heredabilidad de la hercogamia es significativamente diferente de cero
(P>0.05).



0.8
T
0.6 7 T
:‘f:
v
Z 047
=
[} 2
0.0
control entrecruzamiento
B.
100
~ 300 T
= L
S
= 2001
g
o
100
0
control entrecruzamiento

Figura 4. Promedio (£ 1 EE) para la proporcion de flores que
produjeron frutos (A). v el numero de semillas por fruto (B) en los
tratamientos control (flores no manipuladas) v de entrecruzamiento
(flores emasculadas) en una poblacion experimental de Datura
stramonium en la localidad de Ticuman, Morelos.

A. Frutos'flores: fuosag,=3.08. P<0.0041. n= 35

B. Semillas/fruto: 1uasas = 6.82. P<0.0001. n = 33



Tabla 1. Analisis de varianza anidado para examinar la variacion
genética aditiva en el tamano floral y la hercogamia en una poblacion
experimental de Datura  stramonium en el Centro de México
(Ticuméan. Morelos). Para ambos analisis se utilizaron Sumas de
Cuadrados Tipo I11. Las Fs para el componente paternos se calcularon

utilizando los CM del término Madres (Padres) como denominador.

Caracter Fuente de al CM = P
Variacion

Largo corola  Padres 1T 142,045 282  0.0436
Madres (Padres) 12 50.260  0.89 0.5330
error 104 56.063

Hercogamia  Padres 11 3.695 339  0.0227
Madres (Padres) 12 1.088 0.87 0.5715
error 74 1.239
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Stramoninm.
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Correlacion fenotipica v genética entre el largo de corola v la
hercogamia

Se detectd una correlacion fenotipica negativa entre el largo de
corola y la hercogamia (= -0.1997. P = 0.0238, n = 128). Es decir que
a medida que el largo de corola aumenta la hercogamia se hace mas
positiva (estigma arriba de las anteras) (fig. 6). La correlacion genética
no fue significativa (r= 0.3572. P = 0.2543, n = 12). A partir de un
analisis sobre el poder de la prueba se determind que para un nivel de
significancia de 0.05 la correlacion entre ambos caracteres tendria que

ser al menos 0.575983.

Seleccion natural sobre el tamano floral v la hercogamia

Se detectd seleccion direccional negativa v estabilizadora para
el largo de corola (Tabla 2 v 3. fig. 7). No se detecto seleccion lineal ni
cuadratica sobre la hercogamia (Tabla 2 y 3). Tampoco se detectd
seleccion correlativa sobre el largo de corola y la hercogamia. El
analisis de seleccion a nivel genético para el largo de corola v la
hercogamia no fue significativo en el modelo lineal (F29, = 0.6668. P
=0.5370. n = 12) ni en el cuadratico (Fis6 = 0.2644, P=09171l.n =
12).

(]
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Figura 6. Correlacion fenotipica (r = -0.1997. P = 0.0238. n = 128)
entre el tamano floral y la hercogamia para Datura stramonium. Cada
par ordenado corresponde al valor fenotipico promedio de una planta de
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Tabla 2. Resultados del analisis de seleccion sobre el tamario floral v la
hercogamia en una poblacion experimental de Danra stramonium en el
Centro de México (Ticuman. Morelos). Los gradientes direccionales se
estimaron en un modelo donde unicamente se incluveron los términos
lineales. Entre paréntesis se presenta el error estandar de los gradientes
de seleccion direccional () v cuadratico ().

N=128 ¥P=0.0523. % P=0.0011.

Caracter Jij i

Largo corola Hercogamia

Largo corola  -0.1247* (0.0636) -0.1576** (0.0472)
Hercogamia 0.0642 (0.0612) -0.0114 (0.0721) 0.0146 (0.0252)
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Tabla 3. Resultados del analisis de varianza de la regresion para el
analisis de seleccion. A. Modelo lineal. B. Modelo cuadratico. El
modelo lineal explico un 3% de la varianza, mientras que el modelo
cuadratico explicé un 10%. Para ambos modelos se utilizo la suma de

cuadrados tipo 111,

Al

Fuente de variacion el SC F P
Modelo 2 2.8197 2.99 ().0534
error 125 58.7529

B.

Modelo 5 8.4245 3.86 0.0027
CIror 122 53.1482
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Discusion

Los resultados de este estudio revelaron que en una poblacion
experimental de Darura stramonium., la autofertilizacion autéonoma
(aquella no mediada por polinizadores) permitidé que las plantas
produjeran en promedio un 65% mas semillas totales por individuo con
respecto a individuos que solo tuvieron la oportunidad de entrecruzarse.
Es decir. la autofertilizacion ofrecio garaniia reproductiva. El anahisis de
seleccion sobre el tamano floral v la hercogamia indicod que la seleccion
natural actua de manera negativa y estabilizadora sobre el tamano floral.
mientras que no se detecto seleccion sobre la hercogamia. La correlacion
fenotipica entre ambos atributos florales fue negativa y significativa. lo
que sugiere que estan respondiendo al mismo factor ambiental. La
correlacion genética no fue significativa. lo que s-ugierc que ambas
caracteristicas estan determinadas por distintos grupos de genes o que
existe un bajo poder de la prueba para detectar un efecto. El analisis de
variacion genética para ambos caracteres detectd diferencias entre
padres. aunque la estimacion de la magnitud de la heredabilidad indico
que para la poblacion experimental las heredabilidades observadas no
difirieron de cero lo que sugiere que la variacion de ambos caracteres se
erosiond o porque existe un bajo poder de prueba para detectarla.

Estudios previos indican que Datura stramoniwm presenta
niveles de depresion por endogamia menores a 0.4, v que se expresa
unicamente en la produccion de frutos (6 = 0.25) v en el namero
promedio de semillas por fruto (8 = 0.39) (Nunez-Farfan et al. 1996:
Stone y Motten 2002). Por lo tanto la estimacion de la magnitud de la

garantia reproductiva a través del fruit-set v el nimero de semillas

Y
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va considera el costo de la depresion por endogamia (reduccion en la
produccion de frutos v en el numero de semillas). En este sentido. el
beneficio de la autofertilizacion (garantia reproductiva) parece ser
mas alto que el costo (depresion por endogamia). Sin embargo. el
costo de la autofertilizacion también podria verse incrementado si los
granos de polen v ovulos que se utilizan para autofertilizacion restan
oportunidades de incrementar el éxito reproductivo a través del
entrecruzamiento. El descuento de polen (D,,) representa la cantidad
de granos de polen que no estan disponibles para el entrecruzamiento
como resultado de la autofertilizacion (Uvenovama. 1991). De la
misma manera. el descuento de semillas (Dy) representa aquella
proporcion de Ovulos que se pierden de entrecruzarse como
consecuencia de I-a autofertilizacion (Llovd 1992)..Por lo tanto el
descuento de semillas es inversamente proporcional a la magnitud de
la garantia reproductiva. Tanto el descuento de polen como el de
semillas se expresan como una tasa que varia entre cero y uno.

El modo de autofertilizacion es de vital importancia para
entender las circunstancias en las que la seleccion natural favorece la
autofertilizacion con respecto al entrecruzamiento en el éxito
reproductivo de los individuos (Llovd y Schoen 1992: Levri 1988).
Si la autofertilizacion autonoma ocurre antes del entrecruzamiento
por cjemplo en la protandria. cleistogamia. geitonogamia las
oportunidades para que ocurra descuento de semillas v de polen son
mavores que sila autofertilizacion  ocurre  después  del
entrecruzamiento como ocurre en la protoginia v casmogamia

(Mallick. 2001).
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En el modelo de Llovd (1992). la condicion necesaria para
que evolucione la autofertilizacion es:
2(1 =8)>Dy+ Dy
donde:
d = depression endogamica
Dy, = descuento de polen

Dy = descuento de semillas

Esta desigualdad indica que cuando la pérdida en la
produccién de semillas (Dy) y de polen (Dy,) para entrecruzamiento
como resultado de la autofertilizacion sea menor a la ganancia en
semillas por autofertilizacion ponderada por la magnitud de la
depresion endogamica 2(1 - &), la autofertilizacion se vera
favorecida. El doble producto resulta de la diferencia en ¢l numero de
gametos que aportan a un cigoto un evento de autofertilizacion
comparado con uno de entrecruzamiento (costo de la meiosis).

En general. cuando la autofertilizacion ofrece garaniia
reproductiva, el descuento de semillas es muy pequeno. Dy = 0.
debido a que las plantas anuales no pueden incrementar su €xito
reproductivo  femenino mediante el entrecruzamiento. A su vez
cuando esto ocurre. el descuento de polen tambien es probable que
sea nulo 0 muy pequeno Dy, = 0. debido a condiciones adversas para
la polinizacion (Lloyd 1992).

D+ Dp= 0.
| Por lo tanto. ¢n este escenario si la depresion por endogamia

es menor a 1. entonces la autofertilizacion siempre es favorecida.



Los resultados para Darura stramonium indican que la
guarantia Reproductiva es significativamente mavor a cero. Si
asumimos que bajo estas condiciones el descuento de semillas v
posiblemente el de polen son muy bajos. la autofertilizacion seria
favorecida. La wvelocidad de fijacion de un mutante que se

autofertilizara completamente dependera del grado de depresion

endogamica. que para esta especie varia entre 0.25 v 0.39. St D, + Dy

> (). considerando el umbral mas alto de depresion endogamica. los
costos para que la autofertilizacion se vea favorecida ocurre cuando
D+ D¢< 1.22 dado que 2(1 - 0.39) = 1.22.

En la actualidad pocos estudios han cuantificado el descuento
de polen (Holsinger et al. 1984: Llovd y Schoen 1992: Chang y
Rausher 1998) v semillas (Lloyd 1992: Chang vy Rausher 1998).
Dado que D. Stramonium es una especie donde una proporcion
significativa de las semillas producidas por autofertilizacion es
resultado de la autofertilizacion que ocurre antes de la antésis
(autofertilizacion adelantada sensu Lloyd 1992). el supuesto de que el
descuento de polen es bajo en esta especie parece razonable. Sin
embargo. ningun estudio a cuantificado la importancia relativa de
ambos factores en el costo total de la autofertilizacion. por lo que la
validez de dicho supuesto debe ser puesto a prueba en futuros
estudios.

El analisis de seleccion sobre el tamano floral resulto
consistente con la presencia de un bencticio asociado a la
auwtofertilizacion. El patrén de seleccion negativo para el tamaio

floral apova la hipotesis de que esta estructura no ofrece ningun

fad
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beneficio cuando la reproduccion ocurre principalmente por
autofertilizacion. Ademas la presencia de seleccion negativa sugiere
la presencia de costos asociados a la asignacion de recursos a la
estructura floral (Charnov. 1982: Martinez del Rio v Biirquez. 1986).
La deteccion de un patrén de seleccion estabilizador sugiere quce la
reduccion o incremento en el tamaio floral podria estar restringida
por covariacion con otros atributos reproductivos (Morgan y Barrett.

1989). por interacciones de herbivorismo (Mutikainen v Delph. 1996:

Strauss et al.. 1996: Strauss. 1997: Strauss y Ambruster. 1997: ). por

depredacion de semillas (Kudoh v Whigham. 1998). o por conflictos
entre la funcion masculina y femenina (Rausher v Chang. 1999:
Thompson, 2001). Por ejemplo, la correlacion entre el tamano floral
v la hercogamia indica que si el largo de corola se redujera a los
niveles mas bajos de su rango de variacion. esto produciria la
ausencia de solapamiento entre las anteras v el estigma afectando
posiblemente los niveles de autofertilizacion (Stone v Motten 2000).
En resumen en Datura stramonium la ventaja de la
autopolinizacion auténoma de proveer garantia reproductiva sugiere
que el sistema de apareamiento se mantendria en autofertilizacion. La
cvolucion por seleccion natural del tamano floral v la hercogamia
bajo condiciones de autofertilizacion es factible siempre v cuando se
origine nueva variacion genética. Las correlacione entre el largo
floral v la hercogamia indican que son caracteres que pueden
evolucionar de manera independiente. En conclusion los resultados
apovan la hipotesis de la garantia reproductiva como un mecanismo

gue favorece la evolucion de la autofertilizacion.
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